Avaliação dos efeitos da administração crônica de nanopartículas de ouro sobre parâmetros bioquímicos e comportamentais em modelo de taupatia em ratos by Souza, Rychard Arruda de
UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE 
UNIDADE ACADÊMICA DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA SAÚDE 
MESTRADO EM CIÊNCIAS DA SAÚDE 
 
 
 
 
 
 
RYCHARD ARRUDA DE SOUZA 
 
 
 
 
 
AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DA ADMINISTRAÇÃO CRÔNICA 
DE NANOPARTÍCULAS DE OURO SOBRE PARÂMETROS 
BIOQUÍMICOS E COMPORTAMENTAIS EM MODELO DE 
TAUPATIA EM RATOS 
 
 
 
Dissertação de Mestrado 
apresentada ao Programa de Pós-
graduação em Ciências da Saúde 
como requisito parcial para 
obtenção do título de Mestre em 
Ciências da Saúde. 
 
Orientador: Prof. Dr. Alexandre 
Pastoris Muller 
 
 
 
 
 
 
 
CRICIÚMA 
2017 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FOLHA INFORMATIVA 
 
A dissertação foi elaborada seguindo o estilo Vancouver e será 
apresentada no formato tradicional. Este trabalho foi realizado nas 
instalações do Laboratório de Fisiologia e Bioquímica do Exercício do 
Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde na Universidade do 
Extremo Sul Catarinense. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“Insanidade pode ser definida por repetir sempre a mesma coisa e 
esperar resultados diferentes”. 
                                                                                     Albert Einstein 

AGRADECIMENTOS 
 
Agradeço, primeiramente, a Deus pela vida, pela família, pelas 
oportunidades e pelos caminhos nos quais tem me guiado. 
Agradeço, carinhosamente, à Gabrielly, minha querida esposa, por 
estar sempre comigo, por acreditar em mim e fazer parte dos meus 
projetos. Por ser minha parceira, neste programa, acompanhando-me 
pelos dias e noites de intenso estudo para que pudesse concluir o curso 
de mestrado em tempo hábil. Agradeço-lhe, também, por ser a mãe 
dedicada e amorosa para os nossos amados filhos , Gabriel e Valentina.  
Aos meus pais, pela forma de criação que me fez o que sou, 
ensinando-me a valorizar e a cultivar as virtudes que me fazem ser um 
ser humano melhor. 
À Dra. Elisa Franco de Assis Costa, obrigado pelo incentivo tanto nos 
estudos quanto no desenvolvimento pessoal.. 
Ao meu respeitado orientador, Prof. Dr. Alexandre Pastoris Muller, 
sou-lhe, imensamente, grato pela paciência e empenho e, também, por 
compartilhar ideias e conhecimentos, estimulando, sempre, o 
crescimento acadêmico.  
Agradeço, profundamente, aos componentes do LAFIBE, em especial, 
à Sabrina da Silva, por ter me ajudado  na fase final do meu trabalho e, 
também, aos doutores, doutorandos, mestrandos por terem me acolhido 
tão bem e por contribuírem, direta ou indiretamente, com meu 
crescimento científico e profissional. Aos acadêmicos da iniciação 
científica, agradeço pelo convívio, dedicação e trabalho incansável no 
laboratório para a execução da pesquisa. Muito obrigado, pois, sem a 
colaboração de vocês isso tudo não seria possível. 
Meu muito obrigado aos professores do PPGCS, pelos valiosos 
ensinamentos ao longo do mestrado. 
Obrigado aos membros da banca examinadora por aceitarem o 
convite. 
E, por fim, sinceros agradecimentos à Unesc, à UniRV e à CAPES por 
oportunizar a concretização do Mestrado 

RESUMO 
 
As Taupatias estão envolvidas em uma série de doenças, incluindo as 
neurodegenerativas. Atualmente, as intervenções terapêuticas para 
diversos tipos de demência não são efetivas. Sendo assim, tratamentos 
direcionados para estágios iniciais da neurodegeneração são necessários, 
na tentativa de modificar o prognóstico destas doenças. Acredita-se que 
a etiologia da disfunção cognitiva possa estar associada à 
neuroinflamação e estresse oxidativo, desencadeando a morte de 
neurônios em regiões associadas à formação da memória. Tendo em 
vista este aumento significativo das síndromes demenciais, a não 
existência de fármacos eficazes para controle das mesmas e que as 
nanoparticulas de ouro (GNP) apresentam atividade antioxidante e anti-
inflamatória; o  objetivo do estudo foi avaliar o efeito do tratamento 
com GNP em duas doses sobre a cognição e atividade anti e pró-
oxidante cerebral, em um modelo de Taupatia. A Taupatia foi induzida 
através do ácido ocadaico (AO) injetado por via intracerebroventricular 
(ICV) na dose de 100ug. O tratamento com GNP nas doses 2,5mg/kg e 
5,0mg/kg por via intraperitoneal administrados a cada 48h por 21 dias, 
iniciou-se 24h após injeção de AO. Os ratos foram divididos nos 
seguintes grupos: Sham + Salina; Sham + GNP 2,5; Sham + GNP 5,0; 
AO + Salina; AO + GNP 2,5; AO + GNP 5,0 (n= 15 animais por grupo).  
Após o tratamento, os animais foram submetidos à avaliação da 
memória espacial pelo teste de Barnes maze. Após 24h, os animais 
foram mortos e o córtex pré-frontal, hipocampo e estriado retirados para 
as análises de parâmetros anti e pro oxidante. Os animais dos grupos AO 
+ Salina e AO + GNP 5,0, apresentaram déficit cognitivo na memória 
espacial. Os parâmetros antioxidantes no hipocampo (níveis de GSH e 
sulfidrila; atividade da Superóxido Dismutase (SOD) e Catalase (CAT)) 
foram diminuídos pelo AO e a dose de GNP 2,5mg/kg preveniu esse 
dano. No córtex pré-frontal, os níveis de GSH foram diminuídos pelo 
AO e a dose de GNP 2,5mg/kg preveniu este efeito. No estriado, a 
atividade da CAT foi reduzida pelo AO e a dose de GNP 2,5mg/kg 
preveniu este efeito. Os marcadores pró-oxidantes (nitrito e 
diclorofluoresceína (DCF)) foram aumentados no córtex pré-frontal, 
hipocampo e estriado pelo AO e GNP 2,5mg/kg preveniu este efeito. O 
imunoconteudo de Tau fosforilada foi aumentado por AO e GNP na 
dose de 2,5mg/kg previniu este efeito em córtex pré- frontal e 
hipocampo. Tomados em conjunto, os resultados obtidos por este estudo 
apontam as GNPs como promissoras no tratamento da Taupatia. 
 

Palavras-chave: demência, nanopartículas de ouro, memória espacial e 
estresse oxidativo. 

ABSTRACT 
 
Taupatias are involved in a number of diseases, including 
neurodegenerative diseases. Currently, therapeutic interventions for 
various types of dementia are not effective. Therefore, treatments that 
who works in a early stages of neurodegeneration are necessary. The 
etiology of cognitive dysfunction may be associated with 
neuroinflammation and oxidative stress (ROS), leading to neurons death 
in regions associated to memory processing. In view of this significant 
increase in dementia syndromes and the absence of an effective drug, we 
tested the gold nanoparticles (GNP) that have antioxidant and anti-
inflammatory activity. The purpose of this study was to evaluate the 
effect of two-doses of GNP treatment on cognition and activity anti and 
pro-oxidant in a Taupatia model. Taupatia was induced through okadaic 
acid (AO) intracerebroventricularly injected (ICV) at a dose of 100ug. 
Treatment with GNP at doses 2.5mg / kg and 5.0mg / kg 
intraperitoneally administered every 48h for 21 days, started 24h after 
injection of AO. The rats were divided into the following groups: Sham 
+ Saline; Sham + GNP 2.5; Sham + GNP 5.0; AO + Saline; AO + GNP 
2.5; AO + GNP 5.0 (n = 15 animals per group ). After treatment, the 
animals were submitted to spatial memory evaluation by the Barnes 
maze test. After 24 h the animals were killed and the cortex, 
hippocampus and striatum removed for biochemistry analysis. The 
animals of the groups AO + Salina and AO + GNP 5.0 presented 
cognitive deficit in spatial memory. The antioxidant activity of 
hippocampus (GSH and sulfhydryl levels, SOD and CAT activity) was 
decreased by AO and the dose of GNP 2.5mg / kg prevented this 
damage. In the cortex the levels of GSH were decreased by AO and the 
dose of GNP 2.5mg / kg prenveted this effect. In striatum catalase 
activity was decreased by AO and the dose of GNP 2.5 mg / kg 
prevented this effect. Pro-oxidant markers (nitrite and DCF) were 
increased in cortex, hippocampus and striatum by AO and GNP 2.5mg / 
kg prevented this effect. The immunocontent of Tau phosphorylation 
was increased by AO and GNP at dose 2,5mg/kg prevent this effect in 
both pre- frontal cortex and hippocampus. Taken together, the results 
pointing to GNP's as promising in the treatment of Taupatia, however 
further studies should be directed towards a better understanding of the 
role of GNP in the modulation of the anti and pro-oxidant system. 
 
Key words: dementia, gold nanoparticles, spatial memory and oxidative 
stress. 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 
 
Figura 1 - Diagrama representativo do efeito do AO sob o estresse 
oxidativo, regulação da atividade das quinases, sob a hiperfosforilação 
da Tau e formação dos emaranhados neurofibrilares levando a apoptose.
 ............................................................................................................... 28 
Figura 2 - Percursos de entrada e saída da formação do hipocampo. .... 29 
Figura 3 - Hipótese da demência associada ao estresse oxidativo, 
causando dano oxidativo de membranas neuronais e DNA em 
hipocampo. ............................................................................................ 33 
Figura 4 - Cronograma experimental .................................................... 40 
Figura 5 - A memória espacial foi avaliada pelo teste de Barnes Maze.46 
Figura 6 - Os níveis de GSH foram diminuídos em córtex pré-frontal . 47 
Figura 7 - A atividade da SOD. ............................................................. 49 
Figura 8 - Atividade da CAT. ................................................................ 51 
Figura 9 - Os níveis de grupamento sulfidrila. ...................................... 53 
Figura 10 - Os níveis de nitrito foram aumentados em córtex pré-frontal
 ............................................................................................................... 55 
Figura 11 - Os níveis de DCF foram aumentados em córtex pré-frontal
 ............................................................................................................... 57 
Figura 12 - Proteína Tau fosforilada (pTau ser 396) ............................. 58 

LISTA DE ABREVIATURAS, SÍMBOLOS E SÍGLAS 
 
AChE – Acetilcolinesterase 
ANOVA – Análise de variância simples (do inglês, analisis of variance) 
AO - Ácido Ocadaico 
APOE- Apolipoproteína E 
Aβ – Beta-amilóide (do inglês, amyloid-β) 
CAT – Catalase 
ICV – Intracerebroventricular 
SOD -  Superóxido Dismutase 
CEUA – Comitê de Ética para Uso de Animais 
CONCEA – Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal  
DA - Doença de Alzheimer 
DCFH-DA- 2',7'-Diclorofluoresceína-diacetato (do inglês, 2',7' 
Dichlorodihydrofluorescein diacetate) 
DNA- Ácido Desoxirribonucleico (do inglês, Deoxyribonucleic acid) 
EDTA- Ácido Etilenodiamino Tetra-Acético (do 
inglês, Ethylenediamine tetraacetic acid) 
GNP – Nanopartículas de ouro (do inglês, Gold nanoparticles) 
GSH – Glutationa 
GSK3-β- Glicogênio cinase 3 (do inglês, Glycogen Synthase Kinase 3) 
GSSG – Glutationa Oxidada 
H2O- Água  
H2O2 - Peróxido de hidrogênio 
HAuCL4 – Ácido Auroclorídrico 
IL- 1β – Interleucina 1 - beta 
IL-6 – Interleucina 6 
IP – intraperitoneal 
NAD (+) – Dinucleótido de Nicotinamida e Adenina Oxidado 
NADPH- Adenosina Nicotinamina Fosfato Oxidase (do inglês, 
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase) 
NF-κB- Fator Nuclear Kappa B (do inglês, Factor Nuclear Kappa B) 
NO – Óxido Nítrico (do inglês, Nitric Oxide) 
PP1/2A – Proteina Fosfatase 
EROs - Espécies Reativas de Oxigênio 
ROS - Espécies Reativas de Oxigênio (do inglês, Reactive Oxygen 
species)  
TBARS- Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (do inglês, 
Thiobarbituric Acid Reactive Substances) 
TNF-α - Fator de Necrose Tumoral – alfa (do inglês, Tumor Necrosis 
Factor- Alpha) 

SUMÁRIO 
 
1 INTRODUÇÃO ................................................................................ 25 
1.1 DOENÇAS NEURODEGENERATIVAS ...................................... 25 
1.2 MODELO ANIMAL DE DEMÊNCIA POR TAUPATIA COM 
ACIDO OCADAICO ............................................................................ 26 
1.3 FORMAÇÃO DA MEMÓRIA E DEMÊNCIAS ............................ 28 
1.3.1 Hipocampo .................................................................................. 29 
1.3.2 Córtex pré-frontal ...................................................................... 30 
1.3.3 Estriado ....................................................................................... 31 
1.4 ESTRESSE OXIDATIVO NAS DOENÇAS 
NEURODEGENERATIVAS ................................................................ 31 
1.5 NANOPARTÍCULAS DE OURO .................................................. 33 
2 OBJETIVOS ..................................................................................... 37 
2.1 OBJETIVO GERAL ....................................................................... 37 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS .......................................................... 37 
3 MATERIAL E MÉTODOS ............................................................. 39 
3.1 QUESTÕES ÉTICAS ..................................................................... 39 
3.2 DESENHO EXPERIMENTAL ....................................................... 39 
3.3 CRONOGRAMA EXPERIMENTAL ............................................ 39 
3.4 INDUÇÃO DO MODELO DE DEMÊNCIA E TRATAMENTO.. 40 
3.5 TRATAMENTO, SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DAS 
NANOPARTÍCULAS DE OURO ........................................................ 40 
3.6 PROTOCOLO DO TESTE COMPORTAMENTAL BARNES 
MAZE ................................................................................................... 41 
3.7 ANÁLISES BIOQUÍMICAS .......................................................... 41 
3.7.1 Marcadores de Danos Oxidativos e atividade e conteúdo de 
enzimas antioxidantes ......................................................................... 41 
3.8 ANÁLISE POR WESTERN BLOTTING ...................................... 43 
3.9 DOSAGEM DE PROTEÍNAS ........................................................ 44 
3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA ........................................................... 44 
4 RESULTADOS ................................................................................. 45 
4.1 EFEITO DO AO E DO TRATAMENTO COM GNP NA 
MEMÓRIA ESPACIAL AVALIADA PELO TESTE DE BARNES 
MAZE ................................................................................................... 45 
4.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM HIPOCAMPO, CÓRTEX 
PRÉ-FRONTAL E ESTRIADO DE ANIMAIS SUBMETIDOS AO 
MODELO DE DEMÊNCIA E TRATADOS COM GNP. .................... 46 
4.2.1 Níveis de GSH ............................................................................. 46 
4.2.2 Atividade da SOD ....................................................................... 48 
4.2.3 Atividade da Catalase ................................................................ 50 

4.2.4 Níveis de Sulfidrila ..................................................................... 52 
4.3 ATIVIDADE PRÓ-OXIDANTE EM HIPOCAMPO, CÓRTEX 
PRÉ-FRONTAL E ESTRIADO DE ANIMAIS SUBMETIDOS AO 
MODELO DE DEMÊNCIA E TRATADOS COM GNP. .................... 54 
4.3.1 Níveis de nitrito........................................................................... 54 
4.3.2 Níveis de DCF ............................................................................. 56 
4.4 ANÁLISE POR WESTERN BLOTTING EM HIPOCAMPO E 
CÓRTEX PRÉ-FRONTAL DE ANIMAIS SUBMETIDOS AO 
MODELO DE DEMÊNCIA E TRATADOS COM GNP POR IP. ...... 58 
4.4.1 Fosforilação de Tau em córtex e hipocampo ............................ 58 
5 DISCUSSÃO ..................................................................................... 59 
6 CONCLUSÃO .................................................................................. 67 
7 PERSPECTIVAS ............................................................................. 69 
REFERÊNCIAS .................................................................................. 71 
APÊNDICE .......................................................................................... 85 
APÊNDICE A - CARTA DE APROVAÇÃO DA CEUA ................ 86 

25 
 
1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 DOENÇAS NEURODEGENERATIVAS 
 
O envelhecimento da população contribuiu para o aumento da 
prevalência das doenças neurodegenerativas (demências) e estimativas 
recentes preveem que estas doenças vão afetar mais de 80 milhões de 
indivíduos em 2040 (Brookmeyer et al., 2011). A demência mais 
comum é a doença de Alzheimer (DA) (Reisberg, 2006), de acordo com 
o relatório de 2012 da Organização Mundial da Saúde (OMS), 
atualmente mais de 35 milhões de pessoas em todo o mundo têm 
demência, número que deverá duplicar em 2030 (66 milhões) e triplicar 
até 2050 (115 milhões) (WHO, 2012). 
As demências são enfermidades neurológicas que afetam o cérebro, 
evoluem, progressivamente, destruindo as funções cognitivas, alterando 
o comportamento e a personalidade, interferindo nas atividades de vida 
diária(Volicer et al., 1997). A apresentação clínica típica é a progressiva 
perda de memória e funções cognitivas, levando a uma perda da 
independência e causando sérias complicações para o paciente e seus 
familiares, visto que, ainda, não existem fármacos que revertam os 
sintomas (Volicer et al., 1997). A síndrome demencial usualmente inicia 
na quinta ou sexta década de vida, e a idade e a baixa escolaridade são 
os fatores de risco mais importantes (Hestad et al., 2005). Outros fatores 
de risco importantes incluem a presença do alelo 4 da apolipoproteína E 
(APOE), história de traumatismo craniano com perda de consciência, 
fatores de risco cardiovascular descontrolados ao longo da vida 
(hipertensão, diabetes mellitus, dislipidemia)e estilo de vida sedentário 
(Ravona, 2003). 
 Dentre as demências, a DA é a mais prevalente e tem como uma das 
principais características fisiopatológicas a Taupatia (Boeras, 2009), 
devido ao aumento de emaranhados neurofibrilares intracelulares, 
compostos por agregados da proteína Tau hiperfosforilada, perda 
sináptica e aumento de placas senis constituídas de peptídeo β-amiloide 
(Aβ) extracelular (formado a partir do processo amiloidogênico da 
proteína precursora amiloide) (Serrano-Pozo et al., 2011). Estas 
mudanças são acompanhadas por astrogliose e ativação de células da 
microglia (Heneka et al., 2010). Acredita-se que as placas Aβ e os 
emaranhados neurofibrilares sejam as principais características desta 
doença, acompanhadas por uma marcante atrofia e perda de neurônios 
cerebrais (Nimmrich e Ebert, 2009). 
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Os depósitos extracelulares de Aβ e os emaranhados neurofibrilares 
intracelulares são encontrados em neurônios e células da glia de regiões 
cerebrais responsáveis pela memória e cognição. Dentre estas regiões 
com extensa neurodegeneração, encontram-se o sistema límbico (Arnold 
et al., 1991), regiões neocorticais (Terry et al., 1981) e o prosencéfalo 
basal (Teipel et al., 2005). Este processo neurodegenerativo é 
caracterizado pela destruição precoce das sinapses (Masliah e Terry, 
1994; Masliah, 2000), com degeneração retrógrada dos axônios e 
eventual atrofia da árvore dendrítica (Coleman e Perry 2002; Higuchi et 
al., 2002; Grutzendler et al., 2007) e corpo celular (Lippa et al., 1992). 
Os depósitos de Aβ e emaranhados neurofibrilares são fatores 
precipitantes de múltiplas vias neurotóxicas, como excitotoxicidade 
glutamatérgica, estresse oxidativo, depleção energética, inflamação, 
apoptose e disfunção das neurotrofinas associadas ao intenso prejuízo 
cognitivo (Hock, et al., 2000; Dong et al., 2009; Lau e Tymianski, 2010; 
Mehta et al., 2013; Octave et al., 2013). 
 
1.2 MODELO ANIMAL DE DEMÊNCIA POR TAUPATIA COM 
ACIDO OCADAICO 
 
O ácido ocadáico (AO) é uma toxina produzida por microalgas 
marinhas, que é um importante inibidor da enzima serina (Ser) / treonina 
(Thr) fosfatase, e é um inibidor específico da síntese de proteínas por 
hiperfosforilação do fator de alongamento EF2. Além disso, esta toxina, 
também, é responsável por muitas condições clínicas, tais como diarreia 
grave e dano de memória em humanos, após o consumo de crustáceos 
contaminados, levando a um quadro de envenenamento (Zhao et al., 
2004). 
Estudos mostraram que o AO provoca a morte das células do cérebro, 
in vitro e in vivo através da inibição da Ser/Thr fosfatase PP1 e PP2A 
que causa hiperfosforilação da Tau e desestabiliza os microtúbulos do 
citoesqueleto (Zhao et al., 2004). No cérebro, a proteína Tau 
desempenha um papel importante na estabilização de microtúbulos do 
citoesqueleto do neurônio (Kamat et al., 2014). Uma das características 
desse modelo de demência é a hiperfosforilação da proteína Tau, onde o 
AO diminui a atividade da PP2A no cérebro. Esta inibição pode estar 
relacionada à diminuição do processo de defosforilação da Tau, 
causando danos de memória induzida pela administração de AO 
(Ahmed et al., 2014). O AO induz alterações significativas neurológicas, 
tais como a neurodegeneração de hipocampo, a hiperfosforilação da 
proteína Tau e a formação de placas Aβ. O aumento na desmetilação 
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mediada pela PP2A, gerou uma sobreprodução de Aβ, podendo 
contribuir para reduzir a atividade da PP2A, danificando a proteína Tau  
e mantendo-a hiperfosforilada (Kamat et al., 2014). 
A hiperfosforilação de Tau, devido à inibição da fosfatase, induz o 
estresse neuronal e a neurodegeneração subsequente. Isto ocorre, 
principalmente, devido à perda de células piramidais e as células 
apoptóticas no hipocampo, que compreende a região do cérebro 
responsável pelas funções de aprendizagem e memória (Kamat et al., 
2014). A inibição da proteína PP2A, como descrio na figura 1, aumenta 
estresse oxidativo, podendo ativar GSK3β que induz a hiperfosforilação 
da proteína Tau, além de ativar priteínas associados a apotose o que e 
leva a morte celular (figura 1). O AO, também, induz a fosforilação em 
Ser da e outros substratos, como ocorre na patogênese da DA (Ahmed et 
al., 2014). Um outro passo da demência é o que ocorre em certos 
neurotransmissores, tais como a acetilcolina, devido à perda neuronal e a 
formação neurofibrilar nos neurônios piramidais e suas sinapses. Neste 
mecanismo, há uma redução uniforme nos marcadores pré-sinápticos da 
atividade colinérgica, tais como da enzima acetilcolinesterase (AChE) e 
a Acetil colina transferase (ChAT). Estudos mostraram que, após a 
administração de AO em hipocampo de ratos, uma diminuição dos 
níveis de acetilcolina é observada, além de acarretar na hiperfosforilação 
de Tau.Essas mudanças foram acompanhadas de déficit na memória 
espacial (Wiltfang et al., 2009). 
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Figura 1 - Diagrama representativo do efeito do AO sob o estresse 
oxidativo, regulação da atividade das quinases, sob a 
hiperfosforilação da Tau e formação dos emaranhados 
neurofibrilares levando a apoptose. 
Também os efeitos acumulativos, promotores de neurotoxicidade, 
semelhantes aos mecanismos encontrados em demências tipo DA 
Fonte: adaptado de  Kamat et al. (2014). 
 
O AO gera uma ativação do poro de transição da permeabilidade na 
mitocôndria e, por conseguinte, tem um papel importante na necrose das 
células do cérebro e apoptose (Chen et al., 2010). Isto leva à disfunção 
mitocondrial, que é, também, um contribuinte na demência, em que o 
seu principal dano está relacionado com o citocromo C oxidase, o que 
leva a um aumento na produção de espécies reativas de oxigênio 
(EROs), a redução das reservas de energia e dano no metabolismo 
energético (Chen et al., 2010). Em outro estudo, o AO infundido 
intrahipocampal na dose de 100ug, causou estresse oxidativo, déficit 
cognitivo, alterações gliais, aumento na carbonilação proteica e redução 
do teor de glutationa (glutationa reduzida) (Chen et al., 2010). 
 
1.3 FORMAÇÃO DA MEMÓRIA E DEMÊNCIAS 
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1.3.1 Hipocampo 
 
O hipocampo é uma estrutura pequena situado dentro do lóbulo 
temporal central do cérebro e faz parte do sistema límbico. Compreende 
sub-regiões distintas (isto é, CA1 a CA3, giro denteado e subículo) e é 
parte da formação do hipocampo, que, também, inclui o córtex para-
hipocampal, perirrinal e entorrinal (Weilbächer e Gluth 2016).  
A Figura 2 apresenta uma visão geral sobre a formação da memória e 
das vias de entrada e saída da formação do hipocampo.  O papel do 
hipocampo na codificação, consolidação e recuperação da memória de 
longo prazo, especialmente da memória episódica, está bem 
estabelecida. Esta estrutura recebe informações de diversos órgãos dos 
sentidos, e a interação de suas sub-regiões inicia a formação da memória 
que vai ser associada com as ligações com outras regiões cerebrais como 
o córtex cerebral (Weilbächer e Gluth 2016).  
 
 
Figura 2 - Percursos de entrada e saída da formação do hipocampo. 
Hipocampo através das suas diferentes regiões recebe informação que 
começa a ser processada e interage om outras regiões como córtex para 
formar a memória de longa duração. 
Fonte: adptado de Weilbächer e Gluth (2016).  
 
Um dano causado ao hipocampo pode levar à uma perda de memória e 
uma dificuldade em reter novas memórias (Möhler e Rudolph, 2017). 
Em demências como a DA, os neurônios do hipocampo e do córtex 
entorrinal são os primeiros a degenerar, conduzindo à confusão e à perda 
de memória tão geralmente visto nas fases iniciais da doença (Kempuraj 
et al., 2016). Além disso, apontam para uma massiva perda de sinapses 
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(Weingarten et al., 2017) e a hiperfosforilação da Tau mais acentuada 
nessa região (Carrettiero et al., 2015). Portanto, esta área cerebral é 
bastante estudada quando se busca elucidar os danos causados pela 
demência. Além disso, uma diminuição na neurogênese hipocampal é 
associada ao déficit cognitivo e dificuldade na retenção de novas 
informações como ocorre na DA (Hollands et al., 2016). 
 
1.3.2 Córtex pré-frontal 
 
O córtex, geralmente, é associado à atenção, tomada de decisão e 
transformações senso-motoras, no entanto, estudos recentes de 
neuroimagem humana apoiam um papel adicional na recuperação da 
memória episódica (Sestieri et al., 2017). As regiões parietais 
envolvidas na percepção, atenção e memória são, em grande parte, 
segregadas e, muitas vezes, mostram uma relação, potencialmente, 
mediada por regiões pré-frontais. Além disso, as regiões exercem 
funções específicas, tais como obter informações, recodificar essas 
informações com base em demandas de tarefas ou acumular evidências 
para decisões de memória (Sestieri et al., 2017). 
O córtex pré-frontal é uma região de desenvolvimento tardio do 
neocórtex. É também uma das regiões corticais a sofrer a maior 
expansão no curso da evolução e da maturação individual. No adulto 
humano, o córtex pré-frontal constitui quase um terço da totalidade do 
neocórtex (Fuster et al., 2002). A função executiva, mais geral do córtex 
pré-frontal lateral, é a organização temporal de ações dirigidas a metas 
nos domínios de comportamento, cognição e linguagem (Fuster et al., 
2002).  
Percepção e ciclos ativos de memória, tais como formação de 
memória a curto prazo, execução e recuperação, são resultados de 
conexões, recíprocas do córtex pré-frontal lateral com o hipocampo. 
Importantes para os aspectos cognitivos, essas conexões tornam possível 
uma função importante do córtex pré-frontal, que é a integração 
temporal de ações para o cumprimento de metas (Fuster et al., 2003). 
Para desempenhar esse papel, o córtex pré-frontal precisa ter acesso a 
todos os itens de informação: sensorial, motora e mnemônica, que dão 
forma à estrutura do comportamento (Fuster et al., 2003). 
O córtex pré-frontal é afetado durante o desenvolvimento de 
demências, ocorrendo um hipometabolismo em pacientes com DA 
(Chiotis et al., 2016). Esta região, também, é bastante afetada por fatores 
externos que vão causar alterações, como, por exemplo, no DNA, como 
metilação que é aumentada durante o envelhecimento (Levine et al., 
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2016). O córtex pode ser uma das primeiras regiões afetadas durante a 
DA por acumular Aβ, mesmo sem uma pronunciada formação de placas 
senis (Collins-Praino et al., 2014). Portanto, o estudo de como o modelo 
de Taupatias afeta essa estrutura se faz necessário. 
 
1.3.3 Estriado 
 
O estriado é uma estrutura que recebe a entrada de uma vasta área do 
manto cortical(Pennartz et al., 2009). Essa entrada está associada a 
outras conjunturas que são responsáveis pela regulação do 
comportamento e da cognição (Pennartz et al., 2009). Várias evidências 
sugerem que certas sub-regiões do neocórtex e do estriado recebem, 
através de uma entrada convergente, componentes de sistemas de 
aprendizagem e de memória como o hipocampo e a amígdala, e são, 
assim, colocados idealmente para desempenhar um papel regulador, 
através de uma cascata de circuitos em espiral, conectando regiões 
ventromediais do corpo estriado, cada vez mais dorsolateralmente 
(Haber et al., 2000). 
Um efeito de transição de formação, sugere que o mecanismo, pelo 
qual o estriado age sobre o comportamento, demonstra um controle 
limiar associativo ao hipocampal sobre o comportamento animal. Esse 
padrão sugere a possibilidade de que o hipocampo esteja associado ao 
sistema estriado dorsal. Consistente com a ideia de que certas 
circunstâncias de formação de aprendizagem, o hipocampo e estriado 
contribuem para a consolidação dessas informações (McDonald e Hong, 
2013). O cérebro de pacientes de demências, principalmente a DA, 
apresenta uma atrofia em diversas regiões cerebrais, inclusive, no núcleo 
caudado do estriado, a região dessa estrutura mais associada aos 
processos cognitivos (Pini et al., 2016). Entretanto,  observou-se uma 
hipofunção estrital, independente de atrofia em pacientes com DA, 
postulando que microalterações nessa região poderiam estar associadas 
com danos causados pela doença (O'Callaghan et al., 2014). A DA afeta, 
também, a produção de neurotransmissores e neuromoduladores nos 
estriado, diminuindo a funcionalidade dessa região afetando a memória 
e, muitas vezes, também, causando agressividade que pode ser regulada 
nessa região cerebral. (Kocahan e Doğan, 2017). 
 
1.4 ESTRESSE OXIDATIVO NAS DOENÇAS 
NEURODEGENERATIVAS 
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O tecido cerebral é mais suscetível ao estresse oxidativo devido a sua 
maior taxa de consumo de oxigênio, alto teor de ácidos graxos, menor 
capacidade regenerativa e baixas quantidades de antioxidantes. Assim, 
os radicais livres parecem desempenhar um papel fundamental no 
processo de envelhecimento cerebral. Sendo assim, o estresse oxidativo, 
causado pela produção excessiva de espécies reativas de oxigênio 
(EROs) no cérebro, tem sido considerado como a causa subjacente para 
a patogênese de diversas doenças neurodegenerativas (Barnham et al., 
2004).  
A disfunção mitocondrial exacerba o estresse oxidativo, e 
consequentemente, os níveis de lipídeos, proteínas, ácidos nucleicos e 
de oxidação, nos neurônios vulneráveis à demência tipo DA (Correia et 
al., 2011). O acúmulo de radicais livres leva à excessiva peroxidação 
lipídica e à degeneração e morte neuronal. Acredita-se, também, que 
EROs atuam no processo de transformação física de placas de proteína 
B-amilóide em placas neuríticas, um dos componentes histopatológicos 
da demência tipo DA (Silva et al., 2011). 
Lipídios, proteínas e grupos sulfidrilas, são moléculas que podem ser 
modificadas pela ação de radicais livres, e são, também, usadas como 
medidas indiretas do estresse oxidativo. Este desequilíbrio pode ser 
estimado, avaliando a atividade das enzimas envolvidas no balanço 
redox da célula, que inclui: superóxido dismutase, catalase, glutationa 
peroxidase e glutationa redutase(Lovell et al., 1998; Silva et al., 2011). 
O estresse oxidativo é um dos fatores que levam à predisposição de 
desordens neuronais.  Eventos que levam à morte de células nervosas 
em doenças neurodegenerativas, compartilham um caminho em comum, 
o desencadeamento de estresse oxidativo por formação de radicais 
livres, excitotoxicidade, dano no metabolismo energético e 
comprometimento cognitivo(Silva et al., 2011).  
A disfunção mitocondrial é associada com uma série de doenças 
crônicas cerebrais (Calabrese et al, 2005). A deficiência em vitamina E 
em roedores causou um comprometimento cognitivo na memória 
espacial, com danos ao hipocampo e córtex e que, após a 
suplementação, essa função cognitiva foi reestabelecida (Fukui et al, 
2002). A vitamina E, também, foi utilizada com sucesso para o 
tratamento de um modelo animal de envelhecimento que causou estresse 
oxidativo e diminuição da performance cognitiva (Nagai et al., 2003). 
Rajput e Sarkar (2017), mostraram em um modelo de diabetes que 
causava déficit cognitivo por induzir neuroinflamação, estresse 
oxidativo e diminuição da atividade do sistema colinérgico, o tratamento 
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com antioxidantes revertia, significativamente, os níveis glicêmicos, a 
atividade inflamatória e melhorava a atividade da acetilcolina. 
Estudos mostram que elevados níveis de marcadores de estresse 
oxidativo causam dano em DNA, aumento dos marcadores de 
peroxidação lipídica e consequente dano cognitivo (Figura 3).Acredita-
se que esse estresse oxidativo pode prejudicar a função cognitiva, bem 
como a memória e estão associados a demencia (Fukui et al., 2002; 
Calabrese et al., 2005; Rajput e Sarkar, 2017) e que agentes 
antioxidantes se mostram promissores no tratamento desse distúrbio 
(Halliwell, 2001; Nagai et al., 2003; Halliwell, 2006; Silva-Adaya, 
2008; Hayashi, 2009; Polidori, 2004). 
 
Figura 3 - Hipótese da demência associada ao estresse oxidativo, 
causando dano oxidativo de membranas neuronais e DNA em 
hipocampo. 
O aumento do estresse oxidativo causa apoptose e dano de memória 
Fonte: aptado de Nagai et al. (2003). 
 
1.5 NANOPARTÍCULAS DE OURO 
 
A nanotecnologia é um campo da ciência que tem se desenvolvido de 
maneira impressionante, juntamente com a biotecnologia, misturando o 
conhecimento da ciência dos materiais e da química com os da biologia. 
A nanobiotecnologia é um ramo da nanotecnologia que funde a ciência 
dos materiais com as ciências biológicas, gerando conhecimento e 
produtos nestas áreas (Bhattacharya e Mukherjee, 2008). 
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Durante as últimas décadas, as nanopartículas inorgânicas, cujas 
estruturas exibem funcionalidade e propriedades biológicas devido ao 
seu tamanho, têm despertado muito interesse de diferentes grupos e 
áreas de pesquisa e se postula que podem auxiliar em doenças cerebrais 
(Bhattacharya e Mukherjee, 2008). Dentre elas, destacam-se as 
nanopartículas de ouro (GNP), que recebem atenção especial devido às 
propriedades ópticas, eletrônicas, redox e catalítica (Daniel e Astruc, 
2004). Com o envelhecimento da população, a entrega de drogas para o 
cérebro para o tratamento de doenças relacionadas ao envelhecimento 
continua a ser uma tarefa desafiadora. Alguns estudos têm mostrado que 
a GNP pode circular pelo sangue e pode chegar no cérebro, in situ e in 
vivo, com alterações não significativas na integridade da barreira hemato 
encefálica ou permeabilidade (Barathmanikanth et al., 2010). Embora o 
mecanismo exato de transporte não seja conhecido, a ausência de 
toxicidade para a certificação tanto in situ quanto in vivo, sugere que as 
GNP podem ser transportadas através da barreira por endocitose e / ou 
transcitose ou por difusão passiva, na ausência de abertura da barreira. 
Elas podem ser produzidas para imitar as lipoproteínas de baixa 
densidade e interagir com os seus receptores, desencadeando assim a 
absorção pelas células endoteliais do cérebro (Barathmanikanth et al., 
2010).  
Em um estudo anterior Pires et al. (2015), mostraram a eficácia da 
chegada de GNP em diversos tecidos, incluindo o cérebro. O lugar da 
modulação celular da GNP não está bem elucidada. Contudo, alguns 
dados mostram a mitocôndria como um possível alvo. Como efeito, a 
GNP modula a interação entre grupamentos amino ou tióis que são 
resíduos de proteínas de mitocôndrias (Huang, et al., 2005). 
A utilização das GNP no tratamento de diversas doençassurge devido 
as evidências do efeito antioxidante do ouro no tratamento tradicional 
das doenças inflamatórias. As nanopartículas biometálicas formadas por 
ouro e platina são eficazes contra EROS, incluindo Peróxido de 
Hidrogênio (H2O2) e o radical ânion superóxido (O2•-) (Kajita et al., 
2007), agindo também sobre a GSH, que é um redutor livre do grupo 
funcional tiol, responsável pela desintoxicação dos peróxidos, tais como 
o H2O2. No processo de desintoxicação, a GSH na forma reduzida é 
oxidada. Demais estudos confirmam o papel efetivo da GNP como um 
agente antioxidante, por inibir a formação de EROS, agindo como 
sequestrador de radicais livres, melhorando assim a ação de enzimas 
antioxidantes (Tsai, 2007; BarathManiKanth et al., 2010; Sul et al., 
2010; Nie et al., 2012).  
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As GNP têm sido usados como anti-inflamatórios em tratamento para 
artrite reumatoide por mais de 50 anos (Zhang e Lippard, 2003; Eisler, 
2003). Os efeitos anti-inflamatórios in vivo envolvem a supressão da 
ativação de macrófagos e micróglia em danos cerebrais (Larsen et al., 
2008). Foi mostrado in vitro, que os mecanismos moleculares da ação 
do ouro implica na redução dos níveis de mediadores pro-inflamatórios, 
como as IL, TNFα e eicosanoides, e também na inativação de enzimas 
fagolisossomais, quinase indutora do I-kappa B (IκB-kinase), e 
atividade do NF-κB (Wataha et al., 2004; Navarro et al., 2006; Han et 
al., 2008). 
Pedersen e Larsen (2009), mostraram em seus resultados que as GNP 
reduzem TNFα em hipocampo, modula o estresse oxidativo em cérebro 
de ratos, reduz escape de citocromo C mitocondrial para o citoplasma de 
animais tratados, além de diminuir os níveis de Caspase-3 ativadas. Tsai 
(2007), reforça essa tese mostrando que as GNP têm efeito anti-
inflamatório agindo em citocinas pró-inflamatórias com diminuição nos 
níveis de TNF-α e IL-1β, bem como redução dos escores histológicos, 
densidade de microcapilares, infiltração de macrófagos em um modelo 
experimental de artrite. As GNP são utilizadas para o tratamento de 
várias doenças inflamatóriasdevido as suas propriedades biológicas, 
ópticas e químicas.  
Este trabalho se justifica devido a ausência de drogas modificadoras 
para o tratamento das demências, portanto a busca de novos fármacos se 
faz necessária. Devido ao já conhecido efeito das GNP em doenças 
periféricas que apresentam estresse oxidativo e inflamação na sua 
etiologia, este composto pode ser efetivo também no sistema nervoso 
central, entretanto isto ainda não esta bem estabelecido.  
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar os efeitos das Nanopartículas de Ouro sobre o déficit 
cognitivo, parâmetros de estresse oxidativo cerebral e fosforilação de 
Tau em um modelo animal de Taupatia induzida com AO. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Avaliar a memória espacial de animais submetidos ao modelo 
animal de Taupatia induzida pelo AO;  
2. Avaliar o efeito da GNP na capacidade antioxidante cerebral 
em córtex pré-frontal, hipocampo e estriado de animais submetidos ao 
modelo animal de Taupatia e o efeito do tratamento com GNP;  
3. Avaliar o efeito da GNP sobre a capacidade oxidante em córtex 
pré-frontal, hipocampo e estriado de animais submetidos ao modelo 
animal de Taupatia induzido por AO;  
4. Avaliar o efeito da GNP no imunoconteúdo da proteína pTau, 
no hipocampo e córtex pré-frontal de animais submetidos ao modelo 
animal de Taupatia induzida pelo AO; 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 QUESTÕES ÉTICAS  
 
Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com os princípios 
e os procedimentos descritos pelo Comitê de ética do uso de Animais 
(CEUA) e foram aprovados pelo comitê de ética da Universidade do 
Extremo Sul Catarinense sob o protocolo nº 69/2014-1. 
 
3.2 DESENHO EXPERIMENTAL 
 
Foram utilizados 90 ratos Wistar machos (60 dias, pesando em média 
250g) obtidos do Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense 
(UNESC). Os animais foram mantidos em gaiolas isoladas com 
ventilação, controle de temperatura (22 ± 2ºC) e umidade (60 – 80%) em 
ciclo de 12 horas claro-escuro, alimentados com dieta padrão para 
roedores e água ad libitum.  
Os animais foram distribuídos randomicamente em 6 grupos 
experimentais: 
Grupo 1 – Sham + Salina (N=15) 
Grupo 2 –Sham + GNP 2,5 mg/kg (N= 15) 
Grupo 3 –Sham + GNP 5,0 mg/kg (N=15)  
Grupo 4 – AO + Salina (N=15)  
Grupo 5 – AO + GNP 2,5 mg/kg (N=15) 
Grupo 6 – AO + GNP 5,0 mg/kg (N=15) 
 
3.3 CRONOGRAMA EXPERIMENTAL 
 
O cronograma experimental é apresentado na Figura 4. A Taupatia foi 
induzida através do ácido ocadaico (AO) injetado por via 
intracerebroventricular (ICV) na dose de 100ug. O tratamento com GNP 
nas doses 2,5mg/kg e 5,0mg/kg por via intraperitoneal administrados a 
cada 48h por 21 dias, iniciou-se 24h após injeção de AO. Após o 
tratamento, os animais foram submetidos à avaliação da memória 
espacial pelo teste de Barnes maze. Após 24h, os animais foram mortos 
e o córtex pré-frontal, hipocampo e estriado retirados para as análises de 
parâmetros anti e pro oxidante.  
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Figura 4 - Cronograma experimental 
Fonte: elaborado pelo autor (2016). 
 
3.4 INDUÇÃO DO MODELO DE DEMÊNCIA E TRATAMENTO 
 
AO foi utilizado para promover a hiperfosforilação da Tau e 
desestabilização do citoesqueleto (Zimmer et al., 2012). AO, diluído em 
salina, foi injetado intracerebroventricular (ICV) na dose de 100 ug (2uL 
total de infusão) durante cirurgia estereotáxica nas coordenadas 1mm 
lateral, 2,5mm posterior e 3 mm intracraniana em relação ao bregma. Os 
animais controles receberam da mesma maneira solução salina. Após 21 
dias de tratamento os animais passaram pela tarefa comportamental para 
avaliar cognição e memória espacial. Um dia após o teste de memóriaos 
animais foram mortos por decapitação e o córtex pré-frontal, estriado e 
hipocampo retirados para análises bioquímicas conforme cronograma 
experimental (Figura 4).  
 
3.5 TRATAMENTO, SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DAS 
NANOPARTÍCULAS DE OURO 
 
O tratamento com GNP iniciou 24hs após a indução de demência e a 
administração via intraperitoneal (IP), a cada 48hs, de tamanhos médios 
de 20 nm na dose de 2,5 mg/kg ou 5mg/kg. As GNP foram sintetizadas 
como descrito por Turkevich et al. (1951), a partir de redução química 
do precursor metálico ácido tetracloroáurico (HAuCl4) (Sigma-Aldrich, 
MO, EUA) com o agente redutor e estabilizante citrato de sódio 
(Na3C6H5O7.2H2O) (Nuclear, SP, Brasil). Inicialmente, 100 mL de 
0,50 mM de ácido tetracloroáurico, foram transferidos para um balão de 
fundo redondo, a solução aquecida até 90 ºC e sob agitação a 700 rpm. 
Solução de citrato de sódio, previamente preparada, foi adicionada, e o 
sistema mantido à temperatura descrita, agitando a 200 rpm durante 20 
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minutos. As soluções adquirem as colorações correspondentes a cada 
tamanho de GNP sintetizadas apresentando um pH de 5,8. Por 
conseguinte, o pH foi ajustado a pH fisiológico com solução tampão e, 
posteriormente, centrifugadas (13.000 rpm por 15 min), lavadas duas 
vezes com água ultrapura e, finalmente, disperso em solução salina onde 
a concentração da solução foi ajustada. A eficiência e a segurança deste 
protocolo do uso de GNP em animais já foi descrito, anteriormente, por 
Pires (2015). 
 
3.6 PROTOCOLO DO TESTE COMPORTAMENTAL BARNES 
MAZE 
 
Após o tratamento com GNP foi avaliada a performance cognitiva. 
Para avaliar a memória espacial utilizou-se um protocolo de labirinto de 
Barnes adaptado de Yang et al. (2013). O aparelho de labirinto é um 
disco de 1,0 m de diâmetro levantado 75 cm do chão contendo 18 furos 
de escape possível, um dos quais leva a uma caixa de escape escuro. A 
luz acesa foi usada para aumentar a motivação para a fuga. Os animais 
foram treinados para localizar a caixa escura, permitindo-lhes explorar o 
labirinto, durante 60 segundos. Se os animais não encontrassem a caixa 
de fuga dentro do prazo eram, suavemente, encorajados a entrar nela. As 
experimentações terminavam quando os animais encontravam a caixa da 
fuga ou após 60 segundos. Os animais foram treinados, durante 5 dias, 
para aprender a localização da caixa de escape do labirinto, utilizando 
sinais espaciais na sala de testes. Após os treinos, no 6º dia, os animais 
foram submetidos ao teste de retenção de memória, a caixa de escape foi 
retirada do equipamento. Foi avaliado quanto tempo os animais 
exploravam o quadrante alvo, onde ficava a caixa escape, num tempo 
total de 60 segundos.  
 
3.7 ANÁLISES BIOQUÍMICAS  
 
Um dia após o teste de Barnnes Maze, os animais foram eutanasiados 
por guilhotina e as amostras de córtex pré-frontal, hipocampo e estriado 
foram homogeneizadas em tampão específico e utilizadas para a 
realização das seguintes técnicas bioquímicas: 
 
3.7.1 Marcadores de Danos Oxidativos e atividade e conteúdo de 
enzimas antioxidantes  
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Conteúdo de Sulfidrila: As amostras de córtex pré-frontal, 
hipocampo e estriado foram homogeneizadas em tampão de fosfato 
salina 0,1M pH 7,4. O conteúdo total de tióis (TT) foi determinado 
numa reação dos grupos tióis com 5,5 ditióbis (ácido nitro-benzóico) 
(DTNB). A leitura do conteúdo de TT foi feita 
espectrofotometricamente (412nm) e expressa em DTNB/mg de 
proteína. Esta técnica verifica a quantidade de sulfidrilas (SH) não 
oxidadas que estão presentes nos aminoácidos (Aksenov e Markesberya, 
2001). 
Diclorofluoresceína – DCFH/DA: As amostras de córtex pré-frontal, 
hipocampo e estriado foram homogeneizadas em tampão de fosfato 
salina 0,1M pH 7,4. As amostras foram incubadas com 2',7'-
diclorofluoresceína-diacetato (DCFH-DA) (10 uM) a 37°C durante 30 
minutos, e a formação foi cessada a 4°C. DCFH-DA foi desesterificado 
no interior das células por esterases endógenas para o ácido livre 
ionizado. DCF-DA foi então oxidado por hidroperóxidos. A formação 
do derivado fluorescente oxidada (DCF) foi monitorado com excitação e 
emissão de comprimentos de onda de 488 e 525 nm, respectivamente, 
usando um espectrofotômetro de fluorescência SpectraMax  ( de acordo 
com o método descrito anteriormente por Le Bel e Bondy (1990). 
Indicador da Formação de Óxido Nítrico (NO): A produção de NO 
foi avaliada, espectrofotometricamente, através do metabólito estável 
nitrito. As amostras de córtex pré-frontal, hipocampo e estriado foram 
homogeneizadas em tampão de fosfat salina 0,1M pH 7,4. Para 
mensurar o conteúdo de nitrito, as amostras foram incubadas com o 
reagente Griess (1% sulfanilamida e 0,1% de N-1 (naphthyl) 
ethylenodiamina) em temperatura ambiente por 10 minutos e a 
absorbância medida a 540 nm. O conteúdo de nitritos foi calculado com 
base numa curva padrão de 0 a 100 nM, realizada com o metabólito 
nitrito de sódio (NaNO2). Os resultados foram calculados em µmol 
Nitrito/mg proteína (Cho e Chaea, 2004).  
Superóxido Dismutase (SOD): Foi medida pela inibição da oxidação 
da adrenalina adaptado de Bannister e Calabrese (1987). As amostras de 
córtex pré-frontal, hipocampo e estriado foram homogeneizadas em 
tampão de fosfat salina 0,1M pH 7,4. Os volumes de 5, 10 e 15 µl foram 
retiradas da mesma, a qual 5 ml de catalase (0,0024 mg/mL de água 
destilada), tampão de glicina 175-185mL (0,75g em 200 ml de água 
destilada a 32°C, pH 10,2), 5 µl adrenalina (60 mM em água destilada + 
15 ml/ml de HCl fumegante) foram adicionados. As leituras foram 
realizadas por 180 segundos em intervalos de 10 segundos, em leitor de 
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ELISA a 480 nm. Os valores foram expressos em unidade de SOD por 
miligrama de proteína (U/mg de proteína). 
Atividade da Catalase (CAT): A atividade da CAT foi determinada 
com base na taxa de decomposição do peróxido de hidrogênio (H2O2), 
presente na amostra, utilizando uma solução de H2O2 a 10mM em 
tampão de fosfato de potássio (50mM), pH 7,0. Dois mililitros da 
solução de H2O2 e 20mL foram colocados numa cuvete de quartzo. 
Após a homogeneização, a taxa de decomposição de H2O2 máxima foi 
medida em espectrofotômetro a 240nm e os valores foram expressos 
como unidades de catalase/mg de proteína. 
Glutationa (GSH): Os níveis de GSH reduzida foram determinados 
como descrito por Hissin e Hilf (1976), com algumas adaptações. A 
GSH foi mensurada em homogenado de córtex pré-frontal, hipocampo e 
estriado, após precipitação de proteína com 1 mL de proteína de ácido 
tricloroacético 10%. Em parte da amostra foi adicionado um tampão de 
fosfato 800 mM, pH 7,4 e 500 µm DTNB. O desenvolvimento de cor 
resultante, a partir da reação entre o DTNB e tióis, atingiu um máximo 
em 5 minutos e se manteve estável durante mais de 30 min. A 
absorbância de 412 nm, depois de 10min, foi lida em comparação à 
curva padrão de glutationa reduzida usada para calcular os níveis de 
GSH reduzida nas amostras. 
 
3.8 ANÁLISE POR WESTERN BLOTTING 
 
Após os resultados de estresse oxidativo indicarem que hipocampo e 
córtex pré-frontal foram susceptíveis a ação das GNP, optou-se por 
utilizar essas estruturas para avaliar o imunoconteúdo de pTau ser396. 
As amostras de hipocampo foram homogeneizadas em tampão de 
composto por duodecil sulfato de sódio (SDS) 4%, Tris 50 mM, EDTA 
100mM e -mercaptoetanol 8%, pH 6,8. As amostras (60µg) foram 
submetidas a uma eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% com SDS 
(SDS-PAGE) em um sistema "mini-gel" (BioRad). Após a eletroforese, 
as proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose 
(Amersham). As proteínas de interesse foram identificadas através do 
uso de anticorpos específicos anti- (pTau ser 396, Cell signaling 1:1000 
e actina, Invitrogen1:15000). A revelação dos imunoblottings foi 
realizada através de quimioluminescência e exposta ao filme de RX em 
cassete de revelação autoradiográfica. A intensidade das bandas foi 
determinada através da leitura das autoradiografias reveladas por 
densitometria ótica, utilizando um scanner (HP 3400) e o programa 
Imaje J (NIH). 
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3.9 DOSAGEM DE PROTEÍNAS 
 
As proteínas foram mensuradas de acordo com o método de Lowry et 
al. (1951), e albumina sérica bovina foi utilizada como padrão. 
 
3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão da média. 
Os resultados, quando comparados todos os grupos, foram analisados 
por ANOVA de uma via, seguida do teste post hoc de Tukey. Foram 
considerados significativos os valores de p<0,05.  
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4 RESULTADOS 
 
4.1 EFEITO DO AO E DO TRATAMENTO COM GNP NA 
MEMÓRIA ESPACIAL AVALIADA PELO TESTE DE BARNES 
MAZE 
 
A memória espacial foi avaliada pelo teste de Barnes Maze. Durante a 
fase de aquisição da memória, nos 5 dias de treinamento, os grupos 
Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5, 
diminuíram a latência para encontrar a plataforma nos dias 4 e 5 de 
treino em relação ao dia 1 (Figura 5 A. * 4 e 5 dias treino < 1 dia treino; 
p < 0.05). Entretanto, os grupos AO + Salina e AO + GNP 5,0, não 
apresentaram esse aprendizado, mostrando um déficit na formação da 
memória induzido por AO. Na fase de retenção da memória, no dia 
teste, os grupos AO + Salina e o AO + GNP 5,0, apresentaram um 
menor tempo gasto no quadrante onde estava a plataforma, quando 
comparado com os outros grupos (Figura 5 B.* AO + Salina e o AO + 
GNP 5,0 < Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + 
GNP 2,5; p < 0.05), mostrando um déficit cognitivo na retenção da 
memória causado pelo modelo de demência neste tipo de memória.  
 
A) 
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Figura 5 - A memória espacial foi avaliada pelo teste de Barnes 
Maze. 
A) Fase de aquisição (* dias treino 4 e 5 < dia 1; p < 0.05). B) Dia teste, 
fase de retenção (* AO + Salina e o AO + GNP 5,0 < Sham + Salina, 
Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5; p < 0.05). 
ANOVA de uma via, post hoc de Tukey; p < 0,05; n= 15/grupo. 
Fonte: elaborado pelo autor (2016). 
 
4.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM HIPOCAMPO, CÓRTEX 
PRÉ-FRONTAL E ESTRIADO DE ANIMAIS SUBMETIDOS AO 
MODELO DE DEMÊNCIA E TRATADOS COM GNP. 
 
4.2.1 Níveis de GSH 
 
A capacidade antioxidante foi avaliada em estruturas de cérebro de 
ratos. Os níveis de GSH foram diminuídos em córtex pré-frontal do 
grupo AO+salina comparado com outros grupos (*AO + Salina < Sham 
+ Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5 e AO + 
GNP 5,0; p < 0.05), e estes níveis foram normalizados pelo tratamento 
com GNP 2,5 (Figura 6 A) (#AO + GNP 2,5 > AO + Salina p < 0.05). 
No Hipocampo, os níveis foram diminuídos nos grupos AO+Salina e 
AO+GNP 5,0 (*AO + Salina e AO + GNP 5,0 < Sham + Salina, Sham + 
GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5; p < 0.05), e estes níveis 
foram normalizados pelo tratamento com GNP 2,5 (Figura 6 B) (#AO + 
GNP 2,5 > AO + Salina p < 0.05). Os níveis de GSH em estriado não 
apresentaram alteração significativa (Figura 6 C). 
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Figura 6 - Os níveis de GSH foram diminuídos em córtex pré-
frontal 
A) do grupo AO+Salina comparado com outros grupos (*AO + Salina < 
Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5 e 
AO + GNP 5,0; p < 0.05), e estes níveis foram normalizados pelo 
tratamento com GNP 2,5 (#AO + GNP 2,5 > AO + Salina p < 0.05). B) 
Hipocampo os níveis foram diminuídos nos grupos AO+Salina e 
AO+GNP 5,0 (*AO + Salina e AO + GNP 5,0 < Sham + Salina, Sham + 
GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5; p < 0.05), e estes níveis 
foram normalizados pelo tratamento com GNP 2,5 (#AO + GNP 2,5 > 
AO + Salina p < 0.05). C) Os níveis de GSH em estriado não 
apresentaram alteração significativa. ANOVA de uma via, post hoc de 
Tukey; p < 0,05; n=5/grupo. 
Fonte: elaborado pelo autor (2016). 
* 
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4.2.2 Atividade da SOD 
 
A atividade da SOD foi diminuída em córtex pré-frontal do grupo 
AO+Salina comparado com outros grupos (*AO + Salina < Sham + 
Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5 e AO + 
GNP 5,0; p < 0.05) (Figura 7 A). No hipocampo, a atividade da SOD foi 
diminuída do grupo AO  + Salina comparado com outros grupos (*AO + 
Salina < Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + 
GNP 2,5 e AO + GNP 5,0; p < 0.05), e estes níveis foram normalizados 
pelo tratamento com GNP 2,5 (#AO + GNP 2,5 > AO + Salina p < 0.05). 
(Figura 7 B). No estriado, a atividade da SOD foi diminuída do grupo 
AO + Salina, AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0, comparado com outros 
grupos (*AO + Salina, AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0 < Sham + 
Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0; p < 0.05) (Figura 7 C).  
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Figura 7 - A atividade da SOD.  
A) Córtex: A atividade da SOD foi diminuída por AO (*AO + Salina < 
Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5 e 
AO + GNP 5,0; p < 0.05). B) Hipocampo, a atividade da SOD foi 
diminuída no grupo AO comparado com outros grupos (*AO + Salina < 
Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5 e 
AO + GNP 5,0; p < 0.05), e estes níveis foram normalizados pelo 
tratamento com GNP 2,5. (#AO + GNP 2,5 > AO + Salina p < 0.05). C) 
Estriado a atividade da SOD foi diminuída nos grupos AO comparado 
com outros grupos (*AO + Salina, AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0 < 
Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0; p < 0.05). ANOVA 
de uma via, post hoc de Tukey; p < 0,05 n=5/grupo. 
Fonte: elaborado pelo autor (2016). 
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4.2.3 Atividade da Catalase 
 
Em córtex pré-frontal, a atividade da CAT foi diminuída no grupo AO  
+ Salina comparado com outros grupos (*AO + Salina < Sham + Salina, 
Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0; p 
< 0.05) (Figura 8 A). Já em hipocampo e estriado, a atividade da CAT 
foi diminuída no grupo AO + Salina comparado com outros grupos 
(*AO + Salina < Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e 
AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0; p < 0.05), e estes níveis foram 
normalizados pelo tratamento com GNP 2,5 em ambos os tecidos (#AO 
+ GNP 2,5 > AO + Salina p < 0.05) (Figura 8 B e C). 
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Figura 8 - Atividade da CAT.  
A) Córtex pré-frontal, Hipocampo (B) e Estriado (C) a atividade da 
catalase foi diminuída no grupo AO comparado com outros grupos 
(*AO + Salina < Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e 
AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0; p < 0.05) e estes níveis foram 
normalizados pelo tratamento com GNP 2,5 (#AO + GNP 2,5 > AO + 
Salina p < 0.05). ANOVA de uma via, post hoc de Tukey; p < 0,05; 
n=5/grupo. 
Fonte: elaborado pelo autor (2016). 
* 
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4.2.4 Níveis de Sulfidrila 
 
Os níveis de grupamento sulfidrila em córtex pré-frontal não 
apresentaram diferença significativa (Figura 9 A). Os níveis de 
grupamento sulfidrila foram diminuídos em hipocampo do grupo AO + 
Salina comparado com outros grupos (*AO + Salina < Sham + Salina, 
Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0; p 
< 0.05), e estes níveis foram normalizados pelo tratamento com GNP 
2,5 e 5,0 (#AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0 > AO + Salina p < 0.05)  
(Figura 9 B). Os níveis de grupamento sulfidrila foram diminuídos em 
estriado do grupo AO + Salina e AO + GNP 5,0, comparado com outros 
grupos (*AO + Salina e AO + GNP 5,0 < Sham + Salina, Sham + GNP 
2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5; p < 0.05) (Figura 9 C). 
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Figura 9 - Os níveis de grupamento sulfidrila.  
A)Córtex pré-frontal não apresentou diferença significativa. B) 
Hipocampo diminuição no grupo AO comparado com outros grupos 
(*AO + Salina < Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e 
AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0; p < 0.05), e estes níveis foram 
normalizados pelo tratamento com GNP 2,5 e 5,0(#AO + GNP 2,5 e AO 
+ GNP 5,0 > AO + Salina p < 0.05).   C) os níveis de grupamento 
sulfidrila foram diminuídos em estriado do grupo AO e AO + GNP 5,0, 
comparado com outros grupos (*AO + Salina e AO + GNP 5,0 < Sham 
+ Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5; p < 
0.05). ANOVA de uma via, post hoc de Tukey; p < 0,05; n=5/grupo. 
Fonte: elaborado pelo autor (2016). 
* 
* 
54 
 
4.3 ATIVIDADE PRÓ-OXIDANTE EM HIPOCAMPO, CÓRTEX 
PRÉ-FRONTAL E ESTRIADO DE ANIMAIS SUBMETIDOS AO 
MODELO DE DEMÊNCIA E TRATADOS COM GNP. 
 
4.3.1 Níveis de nitrito 
 
Os níveis de nitrito foram aumentados em córtex pré-frontal, 
hipocampo e estriado, respectivamente, do grupo AO + Salina 
comparado com outros grupos (*AO + Salina > Sham + Salina, Sham + 
GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0; p < 
0.05), e estes níveis foram normalizados pelo tratamento com GNP 2,5 
em todos os tecidos (#AO + GNP 2,5 < AO + Salina; p <0.05).   (Figura 
10 A, B e C). 
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Figura 10 - Os níveis de nitrito foram aumentados em córtex pré-
frontal  
A), hipocampo (B) e estriado (C), respectivamente, do grupo AO 
comparado com outros grupos (*AO + salina > Sham + Salina, Sham + 
GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0; p < 
0.05), e estes níveis foram normalizados pelo tratamento com GNP 2,5 
em todos os tecidos (#AO + GNP 2,5 < AO + Salina; p < 0.05). ANOVA 
de uma via, post hoc de Tukey; p < 0,05; n=5/grupo. 
Fonte: elaborado pelo autor (2016). 
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4.3.2 Níveis de DCF 
 
Os níveis de DCF foram aumentados em córtex pré-frontal (Figura 11 
A), Hipocampo (Figura 11 B) e Estriado (Figura 11 C) do grupo AO + 
Salina comparado com outros grupos (AO + Salina > Sham + Salina, 
Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0, AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0 p 
< 0.05), e estes níveis foram normalizados pelo tratamento com GNP 
2,5 e 5,0 quando comparado com o grupo AO (#AO + Salina > AO + 
GNP 2,5 e AO + GNP 5,0; p < 0.05 com GNP 2,5 (Figura 11 C). 
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Figura 11 - Os níveis de DCF foram aumentados em córtex pré-
frontal 
(A), Hipocampo (B) e Estriado (C) do grupo AO comparado com outros 
grupos (AO + Salina > Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 
5,0, AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0 p < 0.05), e estes níveis foram 
normalizados pelo tratamento com GNP 2,5 e 5,0 quando comparado 
com o grupo AO (#AO + Salina > AO + GNP 2,5 e AO + GNP 5,0; p < 
0.05. ANOVA de uma via, post hoc de Tukey; p < 0,05; n=5/grupo. 
Fonte: elaborado pelo autor (2016). 
58 
 
4.4 ANÁLISE POR WESTERN BLOTTING EM HIPOCAMPO E 
CÓRTEX PRÉ-FRONTAL DE ANIMAIS SUBMETIDOS AO 
MODELO DE DEMÊNCIA E TRATADOS COM GNP POR IP. 
 
4.4.1 Fosforilação de Tau em córtex e hipocampo 
 
A fosforilação de Tau foi avaliada em córtex pré- frontal e hipocampo 
considerando serem as estruturas mais associadas a memória estudada 
nest estudo nestas estruturas. A proteína Tau fosforilada (pTau ser 396) 
foi aumentada em córtex pré-frontal e hipocampo dos grupos AO + 
Salina e AO + GNP 5,0, comparado com outros grupos (AO + Salina e 
AO + GNP 5,0> Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0 e 
AO + GNP 2,5; p < 0.05) (Figura 12 A e B).  
 
 
Figura 12 - Proteína Tau fosforilada (pTau ser 396) 
A) Córtex pré-frontal e B) Hipocampo a pTau foi aumentada nos grupos 
AO e AO + GNP 5,0, comparado com outros grupos (AO + Salina e AO 
+ GNP 5,0> Sham + Salina, Sham + GNP 2,5, Sham + GNP 5,0  e AO + 
GNP 2,5; p < 0.05). ANOVA de uma via, post hoc de Tukey; p < 0,05; 
n=5/grupo. 
Fonte: elaborado pelo autor (2016). 
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5 DISCUSSÃO  
 
A pesquisa mostrou um déficit cognitivo na memória espacial 
induzido por AO. Isso ocorreu tanto na fase de formação quanto de 
retenção dessa memória. Além disso, observou-se um aumento do 
estresse oxidativo cerebral, principalmente, no hipocampo e córtex, 
regiões associadas com a formação dessa memória e, também, o 
aumento de fosforilação de Tau induzido por AO. O tratamento com 
GNP na dose de 2,5 mg/kg a cada 48h preveniu o déficit cognitivo 
observado no grupo AO, bem como o estresse oxidativo e a 
hiperfosforilação de Tau,  mostrando-se, potencialmente, eficaz como 
uma possível droga no combate aos danos induzidos por Taupatias. 
A proposta do uso de GNP para reduzir o efeito oxidante da Taupatia 
mostrou-se promissora e devido à falta de toxicidade desse protocolo 
(Pires, 2015) acredita-se que as GNP’s possam ter uso terapêutico. 
Fatores como a forma, o tamanho, o revestimento de superfície e carga 
afetam as propriedades físico-químicas e a maneira com que essas 
moléculas interagem com sistemas biológicos (Kelly et al., 2003; 
Sengani e Rajeswari, 2017). Um estudo, usando GNP’s de 5nm, na 
forma de aerossol, revelou que insetos, após a exposição do aerossol 
sintetizado, aumentaram, linearmente, a concentração de GNP no 
cérebro (Raliya et al., 2017). 
 Sonavane et al., (2008), Pires (2015) e Umair et al., (2016), em seus 
estudos realizaram avaliações sobre a nanotoxicidade de alguns 
materiais, dentre eles, o ouro, e constataram que as partículas de 
tamanho de 15 a 50 nm foram encontradas em fígado, rim, coração e 
cérebro, sem toxicidade nesses órgãos. Já se sabe que as GNP’s 
ultrapassam a barreira hematocefálica (Gao et al., 2017; Ruff et al., 
2017). Porém, estudos conclusivos de que as mesmas agem diretamente 
no hipocampo e córtex pré-frontal ainda são escassos. Isto demonstra 
uma possível nova estratégia terapêutica para o tratamento de demências 
tipo DA que envolvam disfunção dessas regiões cerebrais. As GNP’s no 
tratamento utilizadas via intraperitoneal modularam os efeitos deletérios 
do AO, pois reverteram o déficit cognitivo, melhoraram a capacidade 
antioxidante e diminuíram o estresse oxidativo no cérebro. 
O tamanho da nanopartícula e a forma como são administradas, ainda, 
são alvos de muita controvérsia. Gao et al. (2017) mostrou que 
partículas de 3nm a 36nm aceleraram a fibrilação de Aβ. Já as partículas 
de 2nm poderiam adiar, de modo significativo, a fibrilação, enquanto as 
partículas de 0,7 a 1,9nm  poderiam inibir, completamente, este 
processo. Esse resultado foi encontrado in vitro, após 48h de incubação 
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com proteína Aβ (1-40). Em discordância de Gao et al. (2017), Liao et 
al. (2012), mostraram em seus estudos que a co-incubação de GNP de 
tamanho 30nm carregadas, de forma negativa, com Aβ reduziram, 
significativamente, a toxicidade de Aβ em neuroblastoma. Em geral, 
observa-se que as GNP’s que possuem potencial de superfície negativo 
servem como nano-chaperones para inibir e redirecionar a fibrilação Aβ, 
o que poderia contribuir para aplicações na DA (Liao et al., 2012). 
BarathManiKanth et al. (2010), fizeram um estudo de curva dose das 
respostas das concentrações de GNP, onde obtiveram uma melhor 
resposta na dose de 2,5mg/kg para a redução dos níveis glicêmicos, e da 
toxicidade causada pelo diabetes. Após, administrou essa dose em 
camundongos por 15 dias, para tratar os danos causados pelo diabetes, e 
verificou um papel eficaz das GNP’s como um agente antioxidante, 
inibindo a formação de ROS, eliminando radicais livres, aumentando, 
assim, as enzimas de defesa antioxidantes e se mostrando um potencial 
tratamento para doenças crônicas tais como diabetes. 
A utilização das GNP’s no tratamento de diversas doenças é embasado 
nas evidências do efeito antioxidante do ouro (Tsai, 2007). Os 
resultados deste estudo mostraram a eficácia das GNPs no seu potencial 
antioxidante, levando a uma reversão do quadro oxidativo causado pelo 
AO. Outros estudos confirmaram o papel efetivo da GNP como um 
agente antioxidante, por inibir a formação de ROS, devido às 
nanopartículas biometálicas serem formadas por ouro e platina, elas 
agem como elementos sequestradores de radicais livres, melhorando, 
assim, a ação de enzimas antioxidantes (BarathManiKanth et al., 2010; 
Sul et al., 2010; Nie et al., 2012).   
Estudos têm demonstrado que o AO, um inibidor de Ser/Thr fosfatase, 
inibe a defosforilação da proteína Tau e leva a um desequilíbrio, 
gerando  hiperfosforilação, sendo este um ótimo modelo para mimetizar 
o dano cognitivo e a perda de memória, como observado em pacientes 
com demência tipo a DA (Cohen,1990). Estudo com administração 
intra-hipocampal de AO (100 mg) mostraram que, após doze dias, os 
animais desenvolveram comprometimento cognitivo espacial, 
acompanhado por astrogliose hipocampal (como evidenciado pelo 
aumento do GFAP) e estresse oxidativo (através da diminuição da 
glutamina sintetase e diminuição do teor reduzido de glutationa) (Costa 
et al., 2012; Nazem et al., 2015; Broetto et al., 2016). 
A Taupatia atinge diretamente o centro da memória e da cognição. 
Com isso, a importância de entender a interconexão das estruturas 
responsáveis pela formação da memória, tais como hipocampo, córtex 
pré-frontal e estriado. O hipocampo é uma das estruturas responsáveis 
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pela formação da memória de longa duração e, em conjunto com o 
córtex pré-frontal, mantêm intacta a consciência e algumas funções 
cognitivas, como a linguagem. Quando ocorre algum dano que gera um 
mal funcionamento do córtex pré-frontal e do estriado, observa-se 
alterações dos estados afetivos, tais como: expressões de raiva, alegria, 
tristeza e ternura ( Fuster et al., 2002; Pennartz et al., 2009; Weilbächer 
e Gluth, 2016; Sestieri et al., 2017). Essas características são observadas 
em demências do tipo DA, que têm como característica fisiopatologia a 
Taupatia (McDonald e Hong, 2013).  
Regiões específicas do cérebro como córtex pré-frontal, hipocampo e 
estriado são afetados diretamente por demências,  entretanto, esses 
efeitos podem ser diferente entre essas regiões (Nie et al., 2012). 
Avaliando a atividade antioxidante no modelo de AO, observou-se que 
foi induzido um estresse oxidativo nesse modelo e que foi prevenido 
pela dose de 2,5mg/kg de GNP, principalmente em córtex pré-frontal e 
hipocampo. Este estudo testou duas doses de GNP (2,5 e 5,0 mg/kg), 
com o intuito de obter a melhor dose resposta para ser utilizada como 
forma de tratamento antioxidante e anti-inflamatório, considerando as 
propriedades já descritas na literatura (Tsai, 2007; BarathManiKanth et 
al., 2010; Sul et al., 2010). Diante dos resultados, acredita-se que a dose 
de GNP 2,5mg/kg no tamanho de 20nm seja promissora para o 
tratamento de demências que apresentem Taupatia, como a DA. Além 
desse efeito benéfico, estudo anterior mostrou que a GNP, na dose de 
2,5mg/kg, diferente de outras drogas propostas no mercado atualmente, 
não apresenta efeitos colaterias (Pires, 2015).Outro estudo mostrou o 
potencial antioxidante das GNP’s em um modelo de lesão cerebral focal 
em que o tratamento com ouro reduziu, significativamente, os níveis 
cerebrais de TNFα, dano ao DNA e marcadores pró-apoptóticos, quando 
comparados com os animais que não receberam o tratamento após a 
lesão, mostrando o ouro como uma ferramenta importante para modular 
a resposta à lesão cerebral (Pedersen et al., 2009). 
 Pires (2015) mostrou em seu estudo a segurança do protocolo de uso 
de GNP’s a cada 48h na dose e tamanho utilizados neste trabalho por 
análises histopatológicas, que mostraram ausências de focos 
inflamatórios em células hepáticas. Assim, os resultados deste estudo 
reforçam a segurança do protocolo escolhido e da dose utilizada. O uso 
da dose 2,5mg/kg é bem aceita na literatura e a mesma traz resultados 
significativos na depleção de marcadores oxidativos e aumento nas 
enzimas antioxidantes (BarathManiKanth et al., 2010), assim como os 
resultados desta pesquisa mostraram. 
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Diversos estudos avaliaram as mudanças bioquímicas em ratos 
submetidos ao AO e observaram alterações gliais e aumento do estresse 
oxidativo (Pennartz et al., 2009; McDonald e Hong, 2013; Weilbächer e 
Gluth, 2016).  Os resultados deste estudo mostraram que ratos que 
receberam AO apresentaram uma redução significativa em seu potencial 
antioxidante. O aumento do dano oxidativo, disfunção mitocondrial e 
inflamação levam à morte neuronal (Barnham et al., 2004). Há alguns 
anos, intervenções terapêuticas e pesquisas na área do balanço redox 
estão sendo realizadas para uma possível aplicação em doenças 
neurodegenerativas (Halliwell, 2006). 
Estudos mostram que, durante um dano em tecido cerebral, os níveis 
de estresse oxidativo aumentam e sua atividade antioxidante reduz 
(Baxter e Hardingham, 2016). A primeira alteração cerebral é na 
funcionalidade e atividade do sistema antioxidante da glutationa, que é 
considerado o principal sistema antioxidante cerebral (Aoyama e 
Nakaki, 2015; Gu et al., 2015). Cruz-Álvarez et al. (2017) em seu 
trabalho, mostraram que, após usar um modelo de dano oxidativo com 
ácido quinolinico, os níveis de GSH e de mRNA de Nrf2 estavam 
reduzidos em estriado, e que, após o tratamento com Apocinina, um 
inibidor do complexo NADPH oxidase, houve aumento da GSH e o 
dano cognitivo foi revertido. O resultado deste trabalho mostrou que o 
AO causa uma diminuição da GSH em córtex e hipocampo e, também, 
déficit cognitivo na memória espacial. O tratamento com GNP na dose 
de 2,5mg/kg preveniu a diminuição da GSH em córtex e foi, nesse 
grupo, que ocorreu a prevenção ao prejuízo da performance cognitiva, 
que é determinada pela interação entre as regiões cerebrais 
principalmente córtex e hipocampo, mostrando que níveis normais de 
GSH nessas estruturas são essências para a atividade cognitiva e que 
este complexo pode ser um alvo da GNP no SNC. Esses resultados 
merecem novos estudos considerando que o sistema glutationa envolve 
mais do que somente os níveis de GSH, portanto a atividade da 
glutationa peroxidase (GPx) de ve ser analisada, bem como ser uma 
relação com outras enzimas antioxidantes que fornecem substratos para 
GPx. 
O estresse oxidativo é uma condição biológica decorrente do 
desequilíbrio entre as atividades oxidantes e antioxidantes no corpo, 
conduzindo à produção excessiva de EROs, radicais livres e peróxidos. 
Estudos mostram que elevados níveis de marcadores de estresse 
oxidativo coincidem com uma redução da atividade da SOD, aumento 
do dano em DNA, aumento dos marcadores de peroxidação lipídica e 
consequente dano cognitivo (Halliwell, 2001; Nagai et al., 2003; 
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Halliwell, 2006; Silva-Adaya, 2008; Hayashi, 2009). Demais estudos 
confirmam o papel efetivo da GNP’s como um agente antioxidante, por 
inibir a formação de EROs, agindo como sequestrador de radicais livres, 
melhorando, assim, a ação de enzimas antioxidantes (Tsai, 2007; 
BarathManiKanth et al., 2010; Sul et al., 2010; Nie et al., 2012).  
Arjmand et al. (2016)mostraram em um modelo de demência tipo DA, 
com estreptozotocina, que os níveis da SOD estavam reduzidos, 
significativamente, e que apresentaram um dano cognitivo, após um 
tratamento com fármacos antagonistas de receptor angiotensina, os 
níveis de SOD foram restaurados e os danos cognitivos revertidos, 
mostrando que a SOD está diretamente relacionada no sistema de defesa 
e comprometimento cognitivo. O resultado deste estudo mostrou que o 
AO causa uma diminuição da atividade da SOD que poderia estar 
associada a uma menor dismutação do H2O2, que levaria a uma maior 
produção de ROS em todas as regiões cerebrais avaliadas. O tratamento 
com GNP na dose de 2,5mg/kg preveniu a diminuição da atividade da 
SOD em córtex e hipocampo induzida por AO, entretanto, não preveniu 
no estriado. O resultado da GNP 2,5mg/kg no modelo de Taupatia 
corrobora a hipótese de que essas moléculas podem melhorar a atividade 
antioxidante no córtex pré-frontal e hipocampo e prevenir um déficit 
cognitivo. 
A versão mitocondrial da teoria dos radicais livres do envelhecimento 
propõe que as mitocôndrias são as fontes primárias de ROS e os 
principais alvos de danos induzidos por ROS (Dai et al., 2017).  Este  
estudo mostrou que os níveis da catalase foram reduzidos em córtex pré-
frontal, hipocampo e estriado do grupo AO + Salina. O mesmo resultado 
foi encontrado em um estudo em que um modelo animal de hipóxia 
crônica reduziu os níveis de catalase e que, após o tratamento com 
grelina, os danos foram revertidos e a atividade da catalase restaurada 
significativamente (Omrani et al., 2017). O tratamento com GNP na 
dose de 2,5mg/kg preveniu a diminuição da atividade da catalase em 
hipocampo e estriado induzida por AO, no entanto, não preveniu em 
córtex. O resultado da GNP 2,5mg/kg no modelo de Taupatia corrobora 
a hipótese de que essas moléculas podem melhoram a atividade 
antioxidante no hipocampo e estriado e prevenir um déficit cognitivo. 
O estresse oxidativo afeta diversas estruturas e funções das células 
cerebrais, causando dano à membrana celular, às proteínas e pode estar 
associado ao excesso de produção de óxido nítrico que vai gerar excesso 
na produção de radicais livres de nitrogênio (RLN) (Anaeigoudari et al., 
2016).  A estrutura e função das proteínas envolvem uma série de 
fatores como conformação e sequência dos aminoácidos e, também, a 
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ligação a outras moléculas como o grupamento tiol. Esse grupamento 
está envolvido diretamente na estruturação das proteínas e se diminuído 
em alguma região, como, por exemplo, no cérebro, pode indicar uma 
disfunção das proteínas daquela região. Este trabalho mostrou que o 
grupamento sulfidrila estava diminuído no hipocampo e no estriado no 
grupo AO. Um estudo com um modelo de isquemia cerebral, causou 
dano oxidativo, cognitivo e que, após o tratamento com chá verde como 
antioxidante, esse quadro foi revertido, melhorando os níveis de 
sulfidrila, dano cognitivo e restabelecendo a memória, isso foi 
observado pelos testes de campo aberto e reconhecimento de objetos 
(Altermann et al., 2017). O tratamento com GNP preveniu este dano em 
hipocampo e, provavelmente, manteve intacta as estruturas proteicas da 
região estudada. 
O excesso na produção de RLN pode aumentar a produção de ROS, 
bem como ele mesmo pode ser um causador de dano a estruturas da 
célula como a mitocôndria que se sabe está envolvida na etiologia da 
DA (Asiimwe et al., 2016). A atividade da óxido nítrico sintase 
induzível aumentada, que produz excesso de oxido nítrico, foi associada 
com hiperfosforilação da Tau e dano semelhante à DA e outras 
Taupatias (Wang et al., 2017). Os resultados deste estudo mostraram 
que os níveis de nitrito aumentaram em córtex, hipocampo e estriado no 
modelo de AO e que os mesmos foram prevenidos com o tratamento 
com GNP 2,5. 
O estudo mostrou que, em relação aos níveis de DCF, um marcador de 
produção de ROS, que este esteve aumentado em córtex pré-frontal, 
hipocampo e estriado e que a GNP foi capaz de reverter este aumento. 
Estudos demonstraram a capacidade das GNPs em inibir a peroxidação 
lipídica, impedindo a geração de EROs, efeitos de controle de GNP 
como antioxidante (Yakimovich et al., 2008) e seu potencial de 
neutralizar os radicais livres em neurônios(Junpingchen et al., 2006). 
Estes resultados, também, são suportados pelos achados que sugerem a 
não citotoxicidade da GNP’s (Junpingchen et al., 2006).  
Quanto ao modelo utilizado, o AO causa hiperfosforilação da Tau, que 
está associada a alterações no exoesqueleto celular e formação de 
emaranhados neurofibrilares (Kamat et al., 2014; Ahmed et al., 2014). 
Esses emaranhados já foram associados a déficit cognitivo tanto em 
pacientes (Tian et al., 2004; Rajasekar et al., 2013) quanto em modelos 
animais de demência (Costa et al., 2011). Os emaranhados 
neurofibrilares estão associados a dano nas estruturas cerebrais (Sosa et 
al., 2013). Devido aos principais efeitos antioxidantes das GNPs terem 
sido observados no córtex pré-frontal e hipocampo optou-se por avaliar 
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a fosforilação de Tau nestas estruturas. O resultado, como era esperado, 
mostrou um aumento da fosforilação da Tau no grupo que recebeu AO + 
Salina em córtex-pré-frontal e hipocampo, e a GNP na dose de 2,5mg/kg 
foi capaz de prevenir este efeito. Estes resultados são compatíveis aos 
resultados observados na cognição. A enzima GSK beta pode causar a 
hiperfosforilação de Tau, e o aumento da atividade dessa quinase é 
observado em modelos de demência como a DA (Gürsel et al., 2015).  A 
diminuição da fosforilação de Tau em hipocampo e córtex no modelo de 
AO pode mostrar que as GNP’s por um mecanismo ainda a ser 
descoberto regulam a fosforilação de proteínas e pode, ainda, estabilizar 
o exoesqueleto mesmo em modelos de Taupatia. A sinalização GSK e 
CDK 5/p25 são afetadas pelo modelo de AO (Zimmer et al., 2012) e 
podem auxiliar para entender esse processo e serão feitas para elucidar 
estas questões. 
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6 CONCLUSÃO 
 
Os resultados deste trabalho mostraram que a indução de demência 
por Taupatia causa prejuízo da performance cognitiva em relação à 
memória espacial, aumento do estresse oxidativo, diminuição da 
capacidade antioxidante e aumento da fosforilação da Tau em estruturas 
cerebrais. O tratamento crônico com GNP, na dose de 2,5mg/kg, com 
tamanho de 20nm administrados, a cada 48h, foi eficaz na prevenção do 
déficit cognitivo, bem como evitou o estresse oxidativo e a 
hiperfosforilação da Tau em córtex pré-frontal e hipocampo. Estes 
resultados apontam a GNP como uma droga promissora para o 
tratamento de Taupatias. 
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7 PERSPECTIVAS 
 
 Avaliar as vias de sinalização inflamatórias no córtex pré-frontal e 
hipocampo.  
 Avaliar as vias de sinalização anti-inflamatórias no córtex pré-
frontal e hipocampo  
 Avaliar as citocinas inflamatórias no córtex pré-frontal e 
hipocampo. 
 Avaliar as citocinas inflamatórias no sangue.  
 Avaliar as citocinas anti-inflamatórias no córtex pré-frontal e 
hipocampo.  
 Avaliar as citocinas anti-inflamatórias no sangue.  
 Avaliar proteínas associadas a hiperfosforilação de Tau no córtex 
pré-frontal e hipocampo 
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